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摘要 ”根据 美洲 商 陆 〈 Phytolacca americana ) 种 子 中 一 种 抗 真菌 蛋白 PAFP (Hu et al ，1991) 的 
N 端 部 分 氨基 酸 顺 序 ， 设 计 、 合 成 一 条 5” 端 寡 核 背 酸 引物 ， 通 过 3” - RACE 技术 从 种 子 总 RNA 
扩 增 出 一 约 350 bp 的 cDNA 片段 ， 成 功 地 克隆 到 pGEM -载体 系统 中 。 序 列 分 析 表 明 该 cDNA 含 
有 114 bp 的 编码 区 ， 由 此 推导 的 38 个 氨基 酸 序列 有 36 个 与 PAFP 的 序列 相同 ， 仅 在 第 35、36 位 
氨基 酸 分 别 由 Cys、Lys 替代 了 后 者 的 Gln 和 Be。114bp 的 编码 序列 也 被 克隆 。 该 cDNA 可 能 编码 
一 种 新 的 38 个 氨基 酸 的 抗 真菌 蛋白 。 
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Abstract Basing on the amino acid sequences of 7 kD antifungal protein from Phytolacca americana ( Hu 
Zhong et al, 1991 ), We designed a pair of degenerated primers. By using 3 — RACE technique, we have 
amplified a cDNA fragment about 350 bp from the total RNA of the seeds of Phytolacca americana . PCR prod- 
uct was cloned into pGEM ~ T vectoy system directly, and the cDNA sequences was then determinated. The re- 
sults indicated that the cDNA fragment contains an encoding region about 114 bp, and that the deduced amino 
acid sequences is the same as the 36 amino acids of the PAFP protein, except the two amino acids of the No. 
35 and No. 36, at which Gln and lle is replaced by Cys and Lys respectively. In addition, the encoding region 
was cloned. The cDNA may encodea a new antifungal protein of 38 amino acids. 
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昆明 植物 研究 所 首次 从 美洲 商 陆 ( Phytolacca americana ) 种 子 中 分 离 获 得 一 种 7 kD 抗 真菌 蛋白 (Hu 
et al ，1991)， 该 蛋白 含有 多 个 氨基 酸 ， 体 外 抑 菌 试验 表明 对 棉 枯萎 镰刀 菌 、 木 霉 、 圆 锥 羊 肚 菌 等 多 种 真 
菌 的 生长 有 明显 的 抑制 作用 。 我 们 在 分 离 克 隆 该 蛋白 基因 编码 序列 的 研究 过 程 中 ,获得 了 一 新 的 编码 38 
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个 氨基 酸 的 cDNA 序列 ， 并 显示 与 7 kD 抗 真 菌 蛋 白 一 定 的 相关 性 。 本 项 研究 为 进一步 研究 此 cDNA 序列 的 
结构 及 其 编码 蛋白 质 功 能 奠定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 美洲 商 陆 种 子 7 kD 抗 真菌 蛋白 的 部 分 氨基 酸 顺序 分 析 

由 昆明 植物 研究 所 提供 纯化 的 7 kD 抗 真 菌 蛋 白 ， 在 CyberSn 公司 (美国 ) 进行 部 分 氨基 酸 顺 序 分 析 。 
1.2 美洲 商 陆 种 子 总 RNA 的 分 离 及 cDNA 第 一 链 的 合成 

取 lg 美洲 商 陆 种 子 于 液 氨 中 研磨 成 粉末 状 ， 采 用 TriPureTM 分 离 试剂 提取 总 RNA， 并 以 此 为 模板 ， 按 
照 GIBCO BRL 公司 cDNA 合成 试剂 盒 的 说 明 书 进行 cDNA 第 一 链 的 合成 。 
1.3 PCR 扩 增 

根据 所 测 的 部 分 氨基 酸 序列 ， 自 行 设计 一 对 PCR 简 并 引物 (美国 GIBCO BRL 公司 合成 ): 

5’ GCIGGITG (CT) AT (ACT) AA (AG) AA (CT) GG3° 

5’ AACTGCAAGAATTCGCGGCCGCAGGAATis 3” 

以 合成 的 cDNA 第 一 链 为 模板 进行 PCR， 反 应 条 件 为 : 95 气 变性 30 s，60 人 退火 30 s，72 避 延伸 1 min， 
共 和 0 个 循环 。 
1.4 PCR 产物 的 克隆 

PCR 产物 纯化 后 直接 克隆 到 pCEM - 载体 系统 ， 转 化 大 肠 杆菌 DH5a， 在 X-gal 平板 上 筛选 白色 菌 
落 ， 用 EcoR I 酶 切 鉴 定 重组 子 。 
1.5 ”DNA 顺序 分 析 

按 测 序 试 剂 盒 (Pharmacia，AutoReadTMSequencing Kit) 说 明 稍 加 修改 后 在 自动 测序 仪 (Pharmacia，A. 
L，F. TM DNA Sequencer) 上 进行 序列 分 析 。 
1.6 基因 编码 区 的 PCR 扩 增 

根据 cDNA 测序 结果 ， 自 行 设计 一 对 基因 编码 区 的 特异 性 PCR 扩 增 引物 〈 美 国 GIBCO BRL 公司 合成 ): 

5’ GAATICATGGCGGGGTGCATAAAGAATGG 3° 

5’ GAATTCAGCGGTITITGCAAACACC 3 

扩 增 反应 条 件 同 前 。 


2 结果 与 讨论 


2.1 美洲 商 陆 种 子 7 kD 抗 真菌 蛋白 的 部 分 氨基 酸 顺 序 分 析 

蛋白 质 序列 分 析 得 到 N 端 30 个 氨基 酸 的 序列 ， 依 次 为 : AGCIKNGGRCNASAGPPYCCSSYCFQIAGQ。 此 结 
果 与 胡 忠 等 (1991 年 ) 所 分 析 得 到 的 7 kD 抗 真菌 蛋白 N 端 30 个 氨基 酸 序列 完全 相同 。 
2.2 美洲 商 陆 抗 真菌 蛋白 编码 基因 的 PCR 扩 增 及 克隆 

增产 物 经 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ， 显 示 有 一 约 350 bp 的 特异 扩 增 带 。 此 条 带 经 回收 后 克隆 到 pGEM 
_ 工 载体 系统 多 克隆 位 点 区 ， 得 到 重组 子 pAFY11， 经 EcoR I 酶 切 鉴定 ， 得 到 了 该 片段 (图 1)。 
2.3 重组 子 的 DNA 序列 分 析 

对 重组 质粒 pAFY11 的 插入 片段 进行 的 DNA 顺序 分 析 结果 表明 ， 我 们 分 离 克 隆 的 DNA 片段 仅 含有 38 
个 氨基 酸 的 编码 序列 〈 图 2)， 与 胡 忠 等 〈1991) 所 分 析 得 到 的 7 kD 抗 真菌 蛋白 64 个 氨基 酸 全 序列 相 比较 ， 
前 34 个 氨基 酸 相同 ， 第 35、36 位 氨基 酸 分 别 为 Cys 和 Lys， 而 7 kD 抗 真菌 蛋白 的 第 33、36 位 氨基 酸 分 别 
为 Gin 和 lle。 
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图 1. 抗 真菌 蛋白 基因 的 PCR 扩 增 及 其 克隆 和 酶 切 鉴定 

1: 抗 真菌 蛋白 基因 编码 区 的 PCR 扩 增 产物 ; 2; pGEM - 7Zf ( + ) /Hae 亚 
DNA 标准 分 子 量 ; 3: 抗 真菌 蛋白 基因 的 PCR 扩 增 产物 ;4: EeoR 工 酶 切 鉴 
定 重组 子 pAFY11。 

Fig .1 Amplification and cloning of antifungal gene from Phytolacco Americana total 
RNA using PCR and identification of restriction map of recombinant pAFY11 con- 
taining anti ~ fungal gene. 1: amplification of the encoding region of antifungal 
gene; 2: PGEM -7Zf ( +) /Hae DNA marker; 3:; amplification of antifungal 
gene; 4: EcoR I restriction map of recombinant pAFY11. 





由 于 该 cDNA 序列 是 从 美洲 商 陆 种 子 mRNA 中 分 离 得 到 的 ， 并 具有 1 个 终止 密码 子 TGA 和 2 个 poly 
(A) 加 尾 信 号 ， 因 此， 我 们 认为 该 cDNA 序列 应 是 一 条 多 肘 或 一 个 蛋白 质 的 编码 基因 。 如 上 所 述 ， 它 与 美 
洲 商 陆 7 kD 抗 真菌 蛋白 的 相似 性 ， 提 示 我 们 克隆 的 此 cDNA 片段 与 7 kD 抗 真菌 蛋白 基因 可 能 同属 于 一 个 
基因 家 族 。 
2.4 基因 编码 区 的 PCR 扩 增 

扩 增 产物 经 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 显 示 有 一 约 130 bp 的 特异 扩 增 带 (图 1)。 由 于 我 们 克隆 的 此 
cDNA 片段 缺乏 7 kD 抗 真菌 蛋白 C 端 26 个 氨基 酸 的 编码 序列 ， 因 此 我 们 正在 进行 对 该 片段 的 表达 及 其 表 
达 产 物 活性 的 研究 。 我 们 在 该 扩 增 片段 的 5' 端 加 上 了 一 ATG 起 始 密码 子 ， 并 在 该 片段 的 两 端 均 加 上 了 一 
EcoR 工 内 切 酶 识别 位 点 ， 以 便 进行 对 该 片段 的 表达 研究 。 

同时 ， 对 可 能 的 该 基因 家 族 其 它 基 因 成 员 的 分 离 克隆 研究 正在 进行 中 。 此 外 ， 该 cDNA 片段 的 编码 产 
物 与 7 kD 抗 真 菌 蛋 白 的 相互 关系 也 值得 进一步 探讨 。 


1 GCOGGGGTGCATAAAGAATGGGGGAAGATGTAACGCGAGTGCAGGTCCTCCATACTGTTGT 

AGCI KNGG RCNA SAGPPYCC 
61] TCTAGCTATTGTTTCCAAATAGCTGGACAATCCTATGGTGTTTGCAAAAACCGCTGAAGA 

SSYCFQIAGQSYGVCKN R * 
121 ACTAAATTACATGCTGTAAAAGTATGGGGGATAGACTCCCATACTATATTATGTTAGAGC 
18] AAAAGOCCTCACTTCTTATGTTAGTGTGTTTTATGTTACCTTCTTATATGTCAAAGAAGGT 
241 ATAAATAAATAACGTGTAATAACCAATATGGCCCTATCATGATGAATAAGAGGCTTTATA 
30] TATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 


图 2 重组 子 pAFY11 插入 片段 的 核 萌 酸 序列 及 编码 的 氨基 酸 顺 序 推断 。poly (A) 加 尾 信 号 序列 以 横 线 标记 。 
Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of the antifungal gene. 
The singal sequences of adding poly (A) are indicated by single line. 
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